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9緒　　　言
　Ｃ型肝炎ウイルス（HCV）は慢性肝炎，肝硬変そし
て肝癌の原因ウイルスである．現在，我が国のHCV  
感染者は約200万人いると推定されており，実に日本人
における肝癌の原因の８割をHCV感染が占めるに至
っている1,2)．しかしながら，日本人の多くはインター
フェロンが効きにくい１ｂ遺伝子型HCVに感染して
いるために，現行のインターフェロンとリバビリンを
用いた併用療法の著効率は約50％程度に留まっている．
　HCVはエンベロープを保持するフラビウイルス科
に属するRNAウイルスである．約9.6kb の全長HCV 
RNAゲノムから翻訳された3,000アミノ酸からなる
大きな前駆体が，宿主およびウイルスのプロテアーゼ
の作用により切断され，少なくとも10種類のHCVウ
イルスタンパク質が生成される．Ｎ末側から順に構造
タンパク質のCore，エンベロープＥ１，Ｅ２，p７，非
構造（NS）タンパク質NS２，NS３，NS4A，NS4B，
NS5A，NS5Bである3,4)．これらHCVタンパク質が種
々の宿主因子と相互作用することにより，HCVの複製
が行われる．
　これまでDNAゲノムを保持するウイルスが，感染
細胞内のDNA損傷応答経路を活性化し，ウイルスの
自己複製に利用していることが知られている5ﾝ8)．RNA
ゲノムしか保持しないHCVの場合も，HCV感染によ
り，宿主細胞に二重鎖DNA切断（dsDNA breaks）を
誘導し，宿主ゲノムを変異させていることが報告され
ている9,10)．実際，HCV Core，Ｅ１そしてNS３が活性
化酸素種（ROS）を誘導させ，DNA損傷の原因とな
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っていることが明らかになっている9,10)．我々もHCV
の RNA依存的 RNAポリメラーゼであるNS5Bを発
現させたヒト不死化肝細胞株 PH5CH8細胞において，
dsDNA breaks が誘導されるDNA損傷に感受性が高
いことを見出している11)．そこで，本研究において
RNAゲノムしか保持しないHCVの複製にDNA損
傷応答経路が関与しているのかどうかについて検討し
た．
材料と方法
細胞培養
　293FT細胞は，10%牛胎児血清（FBS）を添加した
Dulbecco 改変 Eagle 培地（DMEM）を用いて37℃で
培養した．全長HCV RNA（Ｏ株）が自己複製してい
るヒト肝癌細胞HuH-7細胞株由来であるＯ細胞，その
サブゲノムレプリコン sO細胞 12,13)やウミシイタケ
（Renilla）ルシフェラーゼ遺伝子を保持する全長HCV 
RNA（Ｏ株）複製細胞株OR６細胞12)も同様な培養条
件で培養した．
RNA干渉法
　ATM，ATR，Chk２，そして PARP-１に対する short 
hairpin (sh) RNAをコードする以下のセンス鎖およ
びアンチセンス鎖のオリゴヌクレオチドを合成した14)．
ATMi,
5’-GATCCCCGGATTTGCGTATTACTCAGTTCAA
GAGACTGAGTAATACGCAAATCCTTTTTGGA
AA-3’（センス鎖），
5’-AGCTTTTCCAAAAAGGATTTGCGTATTACT
CAGTCTCTTGAACTGAGTAATACGCAAATCCG
GG-3’（アンチセンス鎖）
ATRi,
5’-GATCCCCGGCGTCGTCTCAGCTCGTCTTCAA
GAGAGACGAGCTGAGACGACGCCTTTTTGGAA
A-3’（センス鎖），
5’-AGCTTTTCCAAAAAGGCGTCGTCTCAGCTCG
TCTCTCTTGAAGACGAGCTGAGACGACGCCGGG
-3’（アンチセンス鎖)
Chk2i,
5’-GATCCCCGGGGGAGAGCTGTTTGACATTCAA
GAGATGTCAAACAGCTCTCCCCCTTTTTGGAA
A-3’（センス鎖），
5’-AGCTTTTCCAAAAAGGGGGAGAGCTGTTTGA
CATCTCTTGAATGTCAAACAGCTCTCCCCCCG
GG-3’（アンチセンス鎖)
PARP-1i,
5’-GATCCCCGCGCTTCTGCACCAACTCATTCAA
GAGATGAGTTGGTGCAGAAGCGCTTTTTGGAA
A-3’（センス鎖)，
5’-AGCTTTTCCAAAAAGCGCTTCTGCACCAACT
CATCTCTTGAATGAGTTGGTGCAGAAGCGCGG
G-3’（アンチセンス鎖)
　合成したオリゴヌクレオチドはアニーリングした
後，pSuper ベクター15)のRNAポリメラーゼⅢプロモ
ーターの下流BglⅡ-HindⅢサイトにサブクローニン
グし，pSuper-ATMi，pSuper-ATRi，pSuper-Chk2i，
あるいは pSuper-PARP-1i を作製した．次に pLV-
ATMi，pLV-ATRi，pLV-Chk2i， pLV-PARP-1i を作製
するために，各々のBamHI-SalⅠ断片をピューロマイ
シン耐性マーカーを保持するHIV-１由来レンチウイ
ルスベクター pRDI29216)のBamHI-SalⅠサイトにサ
ブクローニングした．
レンチウイルスベクターの調製
　水疱性口内炎ウイルス vesicular stomatitis virus 
(VSV)-G-シュードタイプ レンチウイルスベクター
は，第２世代パッケージングコンストラクト pCMV-Δ
R8.91とVSV-G-エンベロープ発現プラスミド
pMDG２及び pRDI292を 293FT細胞に FuGene６を
用いて，一過性にトランスフェクションして作製し
た14,17ﾝ19)．
定量的RT-PCR法
　定量的RT-PCR法は，以下の forward 及び reverse
プライマーを用いて real-time LightCycler PCR
（Roche）により解析した12)．
HCV -O, 5’ -AGAGCCATAGTGGTCTGCGG -3’ 
(forward), 5’-CTTTCGCGACCCAACACTAC-3’ 
(reverse)
ウエスタンブロット法
　細胞は50mM Tris-HCl（pH8.0），150mM NaCl，４
mM EDTA，１% Nonidet P-40 (NP-40)，0.1% sodium 
dodecyl sulfate (SDS)，１mM dithiothreitol（DTT）
及び１mM phenylmethylsulfonyl fluoride（PMSF）を
含む溶解バッファーに溶解させた．細胞溶解物の上清
を SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離させ
た後，ウエスタンブロット法で解析した．ウエスタン
ブロット法に用いた抗体は，抗ATM抗体，抗ATR
抗体，抗Chk２抗体，抗 PARP-１抗体，抗HCV Core 
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抗体（CP-9とCP-11との混合物），抗β-actin 抗体，抗
HA抗体，抗FLAG抗体，抗HCV NS３（R212）抗体
あるいは抗HCV NS5B抗体（東京都臨床総合研・小
原道法先生より供与された）である．
免疫蛍光抗体染色法
　細胞を3.6%ホルムアルデヒドを含む phosphate-
buffered saline（PBS）で固定した後，0.1% NP-40を
含む PBS を用いて室温下において permeabilize させ
た．次に３%ウシ血清アルブミン（BSA）を含む PBS
でブロッキングした後，300倍希釈した抗ATM抗体，
抗HCV NS３抗体，抗NS5B抗体あるいは抗HA抗体
を加え，37℃，30分間インキュベートした．リンスし
た後，細胞に300倍希釈した fluorescein isothiocyanate
（FITC)-が結合した抗ウサギ抗体あるいはCy３が結
合した抗マウス抗体を加え，37℃，30分間インキュベ
ートした．核はDAPI（4’,6’-diamidino-2-phenylindole）
で染色した．PBS でリンスした後，消光防止のために
細胞を0.01% p-フェニレンジアミンを含む90%グリ
セリンと10% PBS でマウントした．サンプルは 共焦
点レーザー顕微鏡（LSM510；Zeiss）を用いて観察し
た．
免疫沈降法
　細胞を10mM Tris-HCl (pH8.0)，150mM NaCl，４
mM EDTA，0.5% NP-40，１mM DTT，１mM PMSF
を含む RIPAバッファーで可溶化させた．細胞ライゼ
ートに30µl の protein-G-Sepharose を加え，クリーニ
ングした．そして，５µl の抗 HA抗体，抗Chk２抗
体，抗HCV NS5B抗体あるいは抗FLAG抗体と抗
ATM抗体との混合物を加え，４℃，１時間インキュ
ベートした．さらに30µl の protein-G-Sepharose 樹脂
を加え，１時間回転させながらインキュベートさせた
後，樹脂はRIPAバッファー700µl を用いて５回洗っ
た．樹脂に結合したタンパク質は１x Laemmli サンプ
ルバッファーで５分間ボイルして溶出させた．サンプ
ルは SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動した後，抗
HA抗体，抗ATM抗体，抗HCV NS３抗体，抗HCV 
NS5B抗体，あるいは抗HCV Core 抗体 (CP-9と  
CP-11との混合物)を用いたウエスタンブロット法に
より解析した．
結　　　果
１. ATMと Chk２はHCV RNA複製に必要である
　DNA損傷応答経路のHCV複製における役割を明
らかにするために，DNA損傷センサーであるATM，
ATR，Chk２，そして PARP-１を標的とした short 
hairpin(sh)RNAを発現するレンチウイルスをヒト肝
癌細胞株HuH-7由来細胞株Oc細胞（HCV陰性）に
導入し，ノックダウン細胞を作製した．ウエスタンブ
ロット法により，各々のノックダウン細胞において，
ATM，ATR，Chk２，あるいは PARP-１が非常に効
率良くノックダウンされていることが確認された（図
１Ａ）．このノックダウンOc細胞に全長HCV RNA
（Ｏ株，遺伝子型１ｂ）をエレクトロポレーション法
により導入し，G418で３週間選択培養した後，生じて
くるコロニーを比較した．その結果，ATRと PARP-１
ノックダウン細胞は，コントロール細胞と同程度のコ
ロニー形成能が観察されたが，驚くべきことにATM
と Chk２ノックダウン細胞ではほとんどコロニー形
成が見られなかった（図１Ｂ）．ちなみに各々のノック
ダウン細胞の増殖能には顕著な差はなかった（図１
Ｃ）．この結果は dsDNA損傷センサーであるATM と
Chk２(ATMの直接のターゲットでもある）がHCV
複製に関与していることを示唆している．そこで，こ
の仮説を検証するために全長HCV（Ｏ株）RNAが自
己複製しているＯ細胞を用いて，同様にATM，ATR，
Chk２，あるいは PARP-１ノックダウン細胞を作製し
て，real-time RT-PCR法により細胞内HCV RNAレ
ベルを比較した．その結果，予想通り，ATMと Chk２
をノックダウンした時のみ，コントロール細胞に比べ，
細胞内のHCV RNAレベルが顕著に減少することが
見出された（図１Ｄ）．さらにHCV RNA複製に最低
限必要な複製領域であるNS３-NS5Bまで保持するサ
ブゲノムレプリコン sOノックダウン細胞を用いても
同様な結果が得られた（図１Ｅ）．また，ウエスタンブ
ロット法により，ATMと Chk２ノックダウンＯ細胞
において，細胞内のHCV Core 及び NS5Bタンパク質
の発現レベルがコントロール細胞に比べ，顕著に減少
していることが確認された（図１Ｆ）．以上の結果よ
り，ATMと Chk２がHCV RNA複製に必要な宿主因
子であることが示唆された．
２. ATMキナーゼ阻害剤の抗HCV効果
　次 にATMキ ナ ー ゼ 特 異 的 阻 害 剤 で あ る
2-morpholin-4-yl-6-thianthren-1-yl-pyran-4-one (KU-
55933)8)を用いて，その抗HCV効果について検討し
た．ウミシイタケ（Renilla）ルシフェラーゼ遺伝子を
保持する全長HCV（Ｏ株）複製細胞株OR６細胞12)を
　 ATM と Chk２の HCV 複製における役割：有海康雄，他６名 　
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ATMキナーゼ阻害剤で処理し，72時間後のルシフェ
ラーゼ活性を測定した．その結果，ATM阻害剤は濃
度依存的にルシフェラーゼ活性，すなわちHCV RNA
複製を抑制することが見出された（図２）．HCV RNA
複製を50%抑制するのに必要な濃度EC50値は1.9µM
で，少なくともHCV RNA複製を約90%阻害する５
µMまでの濃度では，ATM阻害剤に顕著な細胞毒性
はないことも判明した．
３. HCV NS3-4AとATMの相互作用
　HCV NS3-4Aは dsDNA breaks を誘導することが
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知られている9,10)．そこで，ATMがNS3-4Aと相互作
用するのかどうかについて検討するため，先ず共焦点
レーザー顕微鏡を用いて，ATMとNS3-4Aの細胞内
局在を観察した．293FT細胞にHCV NS3-4A（１Ｂ-１
株とＯ株，共に遺伝子型１ｂ）とATMを共発現させ
ると，ATMは主に核に局在し，NS３は細胞質に局在
したが，２つの異なるNS３共にATMと核周囲の境界
領域と細胞質が斑点状に部分的に共局在していること
が観察された（図３Ａ）．さらにNS3-4AとATMとの
結合を調べるために免疫沈降実験を行った．293FT細
胞に FLAGタグしたATM（FLAG-ATM）NS3-4Aあ
るいはNS３を共発現させると，NS３よりNS3-4Aの
方が強くATMと結合することが見出された（図４
Ａ）．また，FLAG-ATMのみを発現させた293FT細
胞と全長HCV RNAが複製しているＯ細胞のライゼ
ートの混合物を抗FLAG抗体と抗ATM抗体で免疫
沈降しても，FLAG-ATMとO細胞中の内在性NS３と
が結合していることが確認できた（図４Ｂ）．一方，
NS3-4Aはプロテアーゼ活性があるので，ATMを分解
しないか共発現させ，ウエスタンブロットで確認した
が，ATMはNS3-4Aにより分解されないことが判明
した（図４Ｄ）．以上の結果より，ATMはHCV NS3-4A
と相互作用することが示唆された．
４. HCV NS5BとATM及び Chk２との相互作用
　我々は，HCV NS5Bを発現させたヒト不死化肝細胞
株 PH5CH8細胞において，dsDNA breaks が誘導され
るDNA損傷に感受性が高いことを見出してきたの
で11)，次にHCV NS5Bが dsDNA breaks センサーで
あるATMや Chk２と相互作用するのかどうかについ
て検討した．293FT細胞にNS5Bと FLAG-ATMある
いはHA-Chk２を共発現させ，共焦点レーザー顕微鏡
によりその細胞内局在を観察した結果，NS5Bは
FLAG-ATMと細胞質において部分的に局在の一致が
観察された（図３Ｂ）．また，NS5Bは HA-Chk２と核
と細胞質の境界領域において共局在が観察された（図
３Ｃ）．そこで，NS5Bと ATMあるいはChk２との結
合を免疫沈降実験で確かめた．Ｏ細胞のライゼートを
抗ATM抗体で免疫沈降すると内在性のNS5Bと
ATMとが共沈することを見出した（図４Ｅ）．この結
合を確かめるために，293FT細胞に FLAG-ATMと
NS5Bを共発現させても両者の共沈が確認できた（図
４Ｆ）．また，FLAG-ATMのみを発現させた293FT細
胞とＯ細胞のライゼートの混合物を抗FLAG抗体と
抗ATM抗体で免疫沈降しても，FLAG-ATMとＯ細
胞中の内在性NS5Bとが結合していることが確認でき
た（図４Ｇ）．一方，NS5Bと Chk２との結合を検討す
るためにＯ細胞のライゼートを抗Chk２抗体で免疫沈
降すると内在性NS5Bの共沈が見出された（図４Ｈ）．
293FT細胞にHA-Chk２とNS3-4Aを共発現させても
両者の共沈は観察されなかったが（図４Ｃ），
HA-Chk２のみを発現させた293FT細胞とＯ細胞のラ
イゼートの混合物を抗HA抗体で免疫沈降すると
NS5Aや Core は共沈しないものの，NS5Bのみ共沈し
た（図４Ｉ）．さらにこのNS5Bと Chk２との結合を確
かめるために293FT細胞にHA-Chk２とNS5Bを共発
現させ，抗HA抗体で免疫沈降すると両者の共沈が確
認できた（図４Ｊ）．以上の実験結果より，HCV NS5B
は ATMと Chk２と相互作用することが示唆された．
考　　　察
　DNA損傷センサーATMは多くのDNAゲノムを
保持するウイルス感染により活性化され，ウイルスの
　 ATM と Chk２の HCV 複製における役割：有海康雄，他６名 　
C E1  E2    NS2 NS3  NS4B  NS5A  NS5BP7
EMCV
IRES
RLuc   Neo R
HCV
IRES
5ｾ 3ｾ
K1609E
0
20
40
60
80
100
120
0 1 2 3 4 5
ATM kinase inhibitor (ｻM)
R
el
at
iv
e 
lu
ci
fe
ra
se
 a
ct
iv
ity
 (
%
)
EC50: 1.9ｻM
72 h after treatment
A
B
A
4
s
s
NO
O
O
図２　ATM特異的阻害剤の抗HCV効果．A OR６細胞内に導
入したウミシイタケ（Renilla）ルシフェラーゼ遺伝子を保
持する全長HCV（Ｏ株）の遺伝子構造．B ATM特異的阻
害剤でOR６細胞を処理して72時間後のウミシイタケルシ
フェラーゼ活性を測定．結果は３回の平均値を示し，阻害
剤０µM濃度におけるルシフェラーゼ値を100とした場合
の相対値で表示している．
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複製に関与する宿主因子であることが知られている
が5ﾝ8)，本研究により，RNAゲノムしか保持しない HCV
も自身のRNAの複製に必要であることが明らかとな
った 20)．HCV NS３やCore が宿主ゲノムに dsDNA 
breaks を誘導することにより，RNAゲノムしか保持
しないHCVもATMシグナル伝達経路を活性化でき
るのかもしれない．実際，我々もHCV RNA複製細胞
において，ATMの直接リン酸化することが同定され
ているChk２のThr68がリン酸化されていることを見
出している20)．
　最近，興味深いことに Lai らのグループはHCV 
NS3-4AがATMに結合することにより，宿主のDNA
修復機構を抑制していることを報告している21)．一方，
本研究により，我々はNS5Bが ATMや Chk２と相互
作用していることを発見した20)．この知見は以前，我
々が報告したHCV NS5Bを発現させたヒト不死化肝
細胞株 PH5CH8細胞において，dsDNA breaks が誘導
されるDNA損傷に感受性が高いこと11)との関連が示
唆される．HCVが自己複製のため，ATMと相互作用
する結果，宿主のDNA修復機構が阻害され，宿主の
ゲノム不安定性が増強される．その結果，宿主ゲノム
の変異率が高まり，細胞が癌化する可能性も示唆され
る．
　ATMがHCV RNA複製に必要である知見の裏付
けとして，ATM特異的阻害剤 2-morpholin-4-yl-6-
thianthren-1-yl-pyran-4-one（KU-55933）が，顕著に
HCV RNA複製を阻害していることを見出した（図
２）．このATM阻害剤のHCV RNA複製を半減させ
るEC50値は1.9µMであるが，興味深いことにエイズ
の原因ウイルスであるHIV-１の複製を半減させる
EC50値も2.3µMである8)．今後，ATM特異的阻害剤
が慢性Ｃ型肝炎とエイズの両方の慢性持続ウイルス感
染症に有効な抗ウイルス剤として臨床の場で期待され
る．
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図３　HCV NS3-4AあるいはNS5B発現293FT細胞におけるATMと Chk２の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡で観察．２つの色
を重ねて得られた（Merged）黄色は両者の因子の共局在を示している．
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